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Abstract (Basic) : DE 19630557 A 
















Tissue transglutaminase (tTG) 


that is 


an 


auto- antigen 


of 







adult-onset coeliac disease (ACD) and is specifically recognised by 
antibodies in the serum of ACD patients, is new. 
Also claimed are: 

(1) methods for diagnosing and monitoring the therapy of ACD or 
other diseases /symptoms involving an immune reaction to the tTG by 
immunoassay (e.g. ELISA) using an IgA or other class of antibody from 
an ACD patient to detect the . tTG, and 

(2) the use of inhibitors of the tTG, which inhibit crosslinking of 
the causative agent of the disease (e.g. gliadin) with various 
substrates that increase the immunogenicity or damaging action of the 
causative agent. 

USE- - The tTG can be administered orally to induce tolerance to ACD 
or other diseases/symptoms involving an immune reaction to the tTG (all 
claimed) . 
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Prufungsantrag gem. S 44 PatG ist gestellt 

Gewebe-Transglutamlnase (EC 2,3.13, tTG), In der Eigenschaft als Autoantigen der einheimisohen 
Sprue/Zoliakie, welches speziflsch durch Antikorper aus Seren von Patienten mft einhelmischer Sprue 
erkannt wird; deren Verwendung In DIagnostik, Theraplekontrolle und Therapie der Sprue, sowie anderer 
Erkrankungen/Symptome, die mit einer Immunreaktion gegen die tTG einhergehen 

® Die bisherigen Methoden zur DIagnostik und Therapiekon* 
trolle der Sprue beruhen auf der Dunndarm-Biopsie und 
unbefriedigenden immunologlsohen Verfahren, insbes. dem 
Nachwala von Glladin-Antikorpam mit gennger Spezlfitit im 
ELISA Oder Endomyslum-Antfkorpem In aufwendigen im- 
munfluoraszenzen. Das neue Verfahren stellt einen hochsen- 
sith/en und lelcht duichfOhrfoaren Test dar. 
Durch die Entdeckung der Gowebe-Transglutamlnasa als 
Autoantigen der Sprue kann diese gezielt in hochspezifi- 
sohen, nicht-invaslven, standardlslerbaren, schnell, lelcht 
I und kostengunstig durchfOhrbaren tmmunologlschan Tests, 
t z. B. mittals ELISA, zur DIagnostik und Theraplekontrolle der 
I Spnje sowie anderer Erkrankungen, die mit eIner Immunre- 
aktion gegen die tTG einhergahen, eingesatzt warden. Es 
besteht femer die Mogllchkalt zum EInsatz des Autoantlgens 
Oder sein r Anal ga zur oraien Indukti n einer Immuntole- 
ranz. 

Diagnostik, Therapiekontrolie und Therapie von Erkrankun- 
gen (z. B. Spnie), dl mit einer immunreaktion gegen die tTQ 
einhergehen. 
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Beschreibung 
1. Titel 

Gewebe-Transglutaminase (EC 23,2.13^ tTGX in der 
Eigenschaft ais Autoantigen der einheimischen Sprue/ 
Zoiiakie, welches spezifisch durch Antikorper aus Seren 
von Patienten mil einheimischer Sprue erkannt wird; 
deren Verwendung in Diagnostik, TherapiekontroUe 
und Therapie der Sprue sowie anderer Erkrankungen/ 
Symptome, die mit einer Inununreaktion gegen die tTG 
einhergehen. 

2. Stand der Forschung 

2.1 Definition der einheinaischen Sprue / Zdliakie 

Die Zoiiakie ist eine Erkrankung der Dilnndam- 
schleimhaut mit Erstmanifestation vorwiegend im spa- 
ten SHuglings- und Kldnkindalter. Tritt das entspre- 
chende Krankheitsbild erst beim Erwachsenen auf, so 
wird sie als einheimische Sprue bezeichnet Die Sprue 
geht mit einer entzOndlichen Veranderung der Mukosa 
und einer dadurch verursachten generallsierten Malab- 
sorption einher. Sie reagiert meist morphologisch und 
kiinisch auf eine Behandlung mit giutenfreier Diat (1, 2). 

Bei der als latente Sprue, bzw. Giuten-Sensitivitgt be- 
zeichneten symptomfreien Auspragung soUte zwischen 
einer mukosalen und einer klinischen Latenz unterschie- 
den werden, Wahrend bei der mukosalen Latenz von 
einer milden Sch^digung der Mukosa ausgegangen 
wird, die durch Zugabe von Gluten verstarkt werden 
kann, konnen Personen mit einer klinischen Latenz alle 
Phasen der Mukosa-Schtdlgung entwickeln und den* 
nodi symptomfrel bleiben. 

22. Genetische Marker 

Zwischen der Sprue und bestimmten Haupthistokom- 
patibilitatskomplex (MHC)-Antigenen besteht eine en- 
ge Assoziation. Die Gene, die fiir die MHC-Antigene 
kodieren, sind auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 
lokalisiert Sie werden als humane Lymphozyten 
(HLA> Antigene A, -B, -C und -D bezeichnet. Die HLA- 
DQ imd HLA-DR Allele (MHC II) scheinen eine beson- 
dere Rolle bei der Entwicklimg der Sprue zu spielen (1, 
2). 

23 Ausidsende Faktoren, Pravalenz und Inzidenz 

Als krankheitsausldsende Faktoren sind die Kleberei- 
weiBe (Glutene) von Weizen, Gerste, Roggen und z.T. 
Hafer bekannt, wShrend die von phyiogenetisch weni- 
ger verwandten Pflanzenarten wie Mab, Reis und Soja 
nicht pathogen sind. Unter den Glutenen wird den alko* 
hoUoslichen Prolaminen, speziell dem a-Gliadin, die 
Rolle des krankheitsausldsenden Agens zugeschrieben 
(1.2). 

Die Sprue triff daher bevorzugt in LSndem auf, m 
denen Weizen als wichtige Nahnmgsquelle dient (Euro- 
pa, USA, Australien) und besitzt z. B. eine Inzidenzrate 
von 0,14/1000 Neugeborener m DSnemark, OJ/IOOO in 
Spanien, 1/1000 in Italien, 0,45/1000 in Deutschland und 
2,42/1000 m Schweden (1, 2, 3). 

Neuere Untersuchungen belegen jedoch, dafi eine 
subklinisdie Auspnlgung, dh. eine morphologische 
Veranderung der Mukosa ohne schwer^gende Sym- 
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ptome» weit haufiger als bislang vermutet auftritt So 
zeigte eine 1994 in Italien durchgefuhrte Studie eine 
Inzidenz von 3,28/1000 bei Schulkindem (4). Das Risiko 
einer latenten Sprue bei Verwandten 1. Grades von 
5 Sprue-Patienten liegt bei bis zu 50% (5). 

Z4. Pathogenese und Immunitat 

Unter mehreren Hypothesen wird eine Interaktion 
10 zwischen genetischen Faktoren, Umweltfaktoren und 
dem Immunsystem f avorisiert 

In den Seren der Sprue-Patienten kommen Antikdr- 
pern der IgA- und der IgG-Klasse vor, die zum einen 
gegen Gliadin gerichtet sind» zum anderen gegen ein 
15 Autoantigen des Endomysiums, einem speziellen Binde- 
gewebe, das u. a. die Koiiagene I, III und V, elastische 
Fasem, nichtkollagene Proteine wie z.B. Fibronektin 
und lYoteoglykane enthalt 

20 2^.MorphologiederSprue 

Eine Dunndarm-Biopsie weist bei Sprue-Patienten 
charakteristische Schleimhautlisionen auf. Beginnend 
mit der Einwanderung intraepithelialer Lymphozyten 

25 (lEL) kommt es bei fortschreitender Sprue*Entwiddung 
zur Hyperplasie der Krypten sowie einer Atrophie der 
Villi, was zum typischen Erscheinungsbild einer fiachen 
Mukosa fOhrt Der proximal gelegene Teil des Dunn- 
danns ist dabei stSb-ker betroffen als der distale Bereich 

30 (2). 

wahrend bei alien symptomatischen Patienten eine 
flache Mukosa diagnostiziert wird, kdnnen bei der 
asymptomatisch verlaufenden, latenten Sprue alle Pha- 
sen der Mukosa- Veranderung, vom Einwandem der 
35 lEL bis hin zur totalen \^us-Atrophie beobachtet wer- 
den (5). 

Z6. Sprue-assoziierte Erkrankungen und 
Komplikationen 

40 

Mit einer vorwiegend latenten Sprue einhergehend 
tritt gehauft eine polymorphe Dermatose, die Dermati- 
tis herpetiformis auf, wobei charakteristische subepider- 
male Bllschen mit granularen IgA-Ablagerungen in den 

45 dermalen Papillenspitzen zu beobachten sind. DQnn- 
darmbiopsien zeigen eine unregelmiBige, mehr oder 
weniger stark gesch^digte Mtikosa. 

Eine weitere geslcherte Assoziation ist zwischen der 
Sprue imd dem Insulin-abhangigen Diabe^ mellitus, 

50 SchilddrQsenerkrankungen, sowie einer selektiven IgA- 
Deflzienz zu beobachten. Eine Sprue wurde auch in 
einigen Patienten mit SjOgrens Syndrom, seltener bei 
systemischem Lupus erythematosus, Enzephalopathien, 
Polymyositis und distaler Axonopathie beschrieben. Ne- 

55 ben zahlreichen klinischen Begleiterscheinungen der 
Sprue, wie z. R einer An&nie, die u. a. einer Vitanun B12 
-Malabsorption zugeschrieben wird und einem Vitamin 
K-Mangel, auf den eine erhShte Blutungsneigung zu- 
rOckzufOhren ist, spielt das stark erhohte Risiko gas- 

60 trcMntesttnaler Malignome eine besondere Rolle. Bis zu. 
15% der Sprue-Patienten entwickeln, meist im Alter 
uber 50 Jahren, neoplastische Erkrankungen, von denen 
. etwa 50% auf intestinale T-Zell-Lymphome und weitere 
25% auf Osophagus-, Oropharynx- und DQnndarm-Tu- 

65 moreentfallen(l). 
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2.7. Diagnostik 

Die Dunndarm-Biopsie ist der Goldstandard fOr die 
Diagnose der Sprue und der VerlaufskontroIIe unter 
glutenfreier Diat Zunehmend gewinnen aber auch 5 
nicht-mvasive Methoden der Diagnostik an Bedeutung, 
die auf immunoiogischen Markem beruhen. Seren kan- 
nen dabei im ELISA auf IgG- und IgA-Antikorper ge- 
gen Gliadin, sowie durch indirekte Immunfluoreszenz 
auf IgG- und IgA-Antikdrper gegen Endomysium gete- 10 
stet werden. Wahrend Antikorper gegen Gliadin nicht 
spezifisch genug fiir die Sprue sind, wird f iir die IgA-AK 
gegen Endomysium eine hohe Sensitivitat und Spezifitat 
(97—100%) beriditet FQr den Immimfluoreszenz- 
Nachweis werden Osophagusschnitte von Primaten be- 15 
netigt (6). Zur Zeit laufen Untersuchungen, die Endomy- 
sium-Antikdrper auch auf Nabelschnurmaterial nachzu- 
weisen(7). 



2.8.Therapie 



20 



Die Therapie besteht in der strikten Einhaltung einer 
lebenslangen glutenfreien Diat, wobei nicht nur Gluten 
enthaltende Produkte aus Weizen, sondem auch aus 
Roggen, Gerste und Hafer ausgeschlossen werden mils- 25 
sen. Dies bedeutet fur die Patienten gravierende Bin- 
schrankungen sowohl der Essensgewohnheiten als auch 
der sozialen Interaktionen. 



methode zu aufwendig. Femer ist die Beuneilung 
subjektiv und erlaubt nicht die Erfassung von 
Sprue-Padenten mit einer IgA*Defizienz {20/o der 
Patienten). 

Es existiert bisher kein nicht-invasiver, spezifischer, 
quantitativer, schnell leicht und kostengiinstig durchzu- 
fiihrender Nachweistest fur die Sprue/Zoliakie und de- 
ren Therapie-Kontrolle. EMese Probleme kdnnen durch 
die im Patentanspruch angegebene Entdeckung und 
Charakterisierung des Autoantigens und dessen Ver- 
wendung in der Diagnostik und Therapiekontrolle der 
Sprue geiost werden. 

Des weiteren kdnnen durch die im Patentanspruch 
aufgeffihrten immunoiogischen Verfahren andere Er- 
krankungen/Symptome diagnostiziert und kontroUiert 
werden, welche mit einer Immunreaktion gegen das 
dem Antrag zugrundeliegende Autoantigen einherge- 
hen. Ferner werden Wege aufgezeigt, auf denen vom 
Autoantigen abgeleitete Therapiefonnen eingesetzt 
werden kdnnen. 

4. Losung des Problems 
4.1. Isolierung und Charakterisierung des Autoantigens 
4.1.1, Immunfluoreszenz, APAAP-Farbungen 



29. Prognose 

Sofem die Sprue rechtzeitig diagnostiziert und thera- 
piert wird, besitzt sie eine gute Prognose. Jedoch sind 
aufgetretene Klomplikationen haufig nicht ganzlich re- 
versibeL Wird die Krankheit dagegen nicht erkannt und 
behandelt, so kann es durch Malabsorption zu schwer- 
wiegenden Krankheitserscheinungen kommen, Letzt- 
endlich besteht das erhohte Risiko einer Entwicklung 
eines intestinalen Lymphoms, sowie anderer gastrointe- 
stinaler Keoplasieh. 

3. Fragestellung (Problem) 

Bei rechtzeitiger Diagnose und konsequenter Einhal- 
timg einer glutenfreien Diat kann die Erkrankung in 
Remission gehalten und damit auch das erhohte Malig- 
nom-Risiko der Patienten sauf den Normalwert gesenkt 
werden (8, 9). Es ist folglich von groBem Interesse, emen 
geeigneten Nachweistest fiir die Sprue zu entwickehL 
Da der Personenkreis mit einer latenten Sprue ebenfalls 
zur Risikogruppe gehdrt, soilten alle m Betracht kom- 
menden Personen (vor allem Verwandte 1. Grades^ 
letztendlich alle SchuUdnder, wie dies in Italien zur Zeit 
erwogen wird, mit emem sensitiven, spezifischen» leicht 
durchfuhrbaren und preiswerten Test untersucht wer- 
den. 

GroBe Screening-Programme scheiterten an folgen- 
denProblemen: 

— Die invasiven Duodenal-Biopsien symptomfrei- 
er Personen sind unzumutbar und viel zu aufwen- 
dig. 

— Ein auf Antikdrpem gegen Gliadin beruhender 
ELISA-Nachweis ist auf gnmd seiner geringen Spe- 
zifitat kaum brauchbar. 

— Der auf Primaten-Osophagus basierende Im- 
munfluoreszenz-Nachweis von Endomysmm-Anti- 
k5rpem der IgA-KJasse ist als generelle Screening- 



Die FSrbungen wurden auf verschiedenen, in 100% 
30 Methanol uber 2min bei -20^0 fbderten Zellinien. 
durchgefuhrt 

Beim Immimfluoreszenz-Nachweis wuiden die Prl- 
parate mit Sprue- bzw. KontroUseren inkubiert, gewa- 
schen und mit emem TRTTC-markierten anti-human- 
35 IgAausKaninchendetektiert(lO). 

APAAP-Markienmgen wurden nach Inkubation der 
Zelien mit den Sprue-Seren, Waschen und der darauf- 
folgenden Detekdon mit dem APAAP-Komplex durch- 
gefiihrt(ll)- 

40 Dabei zeigten HT1080 (humane Fibrosaiicom-Zellen), 
WI38 (humane embryonale LungenilbroblastenX Hep I 
und HepG2 (Hepatokarzinom-Zellen) mit den Patien- 
tenseren eindeutig positive, zytoplasmatische Signale, 
wogegen Normaiseren oder auch eine Vorbehandlung 
45 mit humanem IgA keine Markierung zeigten. Humane 
Vorhautfibroblasten, hiimane Rhabdomyosarkom (RD)- 
/ Ratten-Ito- / Ratten-Morris-Hepatom- und Hund- 
MDCK-Zellen zeigten nur sehr schwache bis negative 
Reaktionen. 

50 

4.1.Z Metabollsche Zellmarkierung und 
Inununprazipitation des Autoantigens 

Die Charakterisierung imd Isolierung des Autoanti- 
55 gens wurde aus HT1080 Zelien durchgefuhrt 

Die Zelien wurden in Duibecco's modifiziertem Eagle 
Medium (DMEM, Gibco) mit L-Alanyl-L-Glutamine. 
10% fatalem Kaiberserum (FKS, GibcoX 100 U/ml Pe- 
nizillin und 100 jxg/ml Streptomyzin (Seromed) bei 37** C 
60 und 8% CX>2 kultiviert Zur metabolischen Markierung 
wurden die Zelien in Kulturschalen mit 5 cm^ Durch- 
messer aberfflhrt und bei Erreicfaen einer 90%-igen 
Konfluenz 2 h in Methionin- und FKS-freiem Medium 
gehalten. bevor dieses gegen 3 ml FKS-freies, ^ss-Met- 
65 hionin (0;? mCi, Expre*5S»S. NEN-Dupont) enthalten- 
des Medium ausgetauscht wurde. Nach 16^20-sttlndi- 
ger Inkubation wurde der Oberstand abgenommai. Die 
Zelien wurden mit Phosphatpuffer (PBS, Seromed) ge- 
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spillt und anschlieBend in 3 ml Lysepuffer (50 mM Tris- 
HO, 150 mM NaCl 0^% Triton X-100, 0^% nichtioni- 
sches Detergenz IGEPAL CA-630 [SigmaJ Proteasein- 
hibitor CompIete«[Boehringerl pH 7^) lysiert Im An- 
schluB wurde sowohl mit dem Medium als auch dem 
Zellysat eine Immui:^)razipitation mit CNBr-aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia) durchgef Qhrt 

Die Aktivierung und Bindung an die Sepharose er- 
folgte nach Herstellerangaben. Nach dem Queilen und 
Waschen in 1 mM HCl, pH 2^ wurde die CNBr-aktivier- 
te Sepharose in 0,1 M NaHCOa, 0^ M NaCl, pH 83 . mit 
einem gegen humanes IgA gerichteten Antikorper aus 
Kaninchen (Dianova, 2.4 mg Antikorper/ml Sepharose) 
fiber Nacht bei 4**C inkubiert Nicht gebundene Anti- 
kSrper wurden durch Waschen mit dem Bindungspuffer 
entfemt, nicht besetzte Bindungsstelien durch Zugabe 
von 1 M Ethanolamin, pH 9,0, bei Raumtemperatur 2 h 
abgesattigt Danach wurde die Sepharose 3 x altemie- 
rendO'e 10 x Vol.) mit 0,1 M Natriumacetat, 0^ M NaCl, 
pH 4,0, und 0, 1 M Tris-HCl, 03 M NaCl pH 8,0, gespQlt 
Es folgte eine Inkubation der Sepharose mit Seren von 
Sprue-Patienten bzw. gesunden Personen (0,5 ml Se- 
rum/ml Sepharose) bei 4**C Gber Nacht in Bindungspuf- 
fer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM 
MgCla, pH 8,0). Oberschussige Serum-Antikorper wur- 
den durch 3 X Spulen mit Bindungspuffer entfemt 

Je 1 ml HTIOSO-Medium oder ZeUysat (ca. 5x10* 
Zellen) der metabolisch markierten Zellen wurden 
30 min bei Raumtemperatur mit 50 C14B-Sepharose 
(Pharmacia) vormkubiert, urn imspezifisch bindende 
Proteine zu entfemen. Nach Abzentrifugieren (10 000 
X g, 5 min, 4** C) wurden die Oberstande mit je 50 \lL der 
Sepharose, an die zuvor IgA der Patienten bzw. Kon- 
troUpersonexi gebimden wurde, fiber Nacht unter SchUt- 
teln bei 4*'C inkubiert. Dann wurden die Sepharose-Pel- 
lets je 3 X mit 1 mi Waschpuffer (10 mM Tris-HCl, 1% 
IGEPAL CA-630 [Sigma], 0,5% Natriumdesoxycholat, 
0,1% Natriumiaurylsulfat, Complete«[Boehringer], pH 
8,0) gewaschen, gefolgt von 1 ml 10 mM Tris-HCl, pH 
8,0. Danach wurden die Pellets in SDS-Probenpuffer 
aufgenommen, bei 95^C 5 min unter reduzierenden 
Oder nicht reduzierenden Bedingungen inkubiert, im 
10—12,5% SDS-Polyacrylamkigel aufgetrennt (12) und 
m der Autoradiographic nachgewiesen (Abb. 1). 

Das gebundene hochmolekulare Protein aus dem Me- 
diimi erwies sich bei weiteren Untersuchimgen als Fl- 
bronektin, welches u^a. unspezifisch an die Sepharose 
gebunden wird. Eine zellassoziiertes Protein von 85 kDa 
konnte jedoch mit alien 30 bisher 59 eingesetzten 
Sprue-Seren praadpitiert werden, wahrend dies mit 15 
Kpntrollseren, danmter Normalseren. Seren von Pa- 
tienten mit Colitis Ulcerosa und Sjdgrens-Syndrom, 
nicht moglich war. Hieratis wurde gefolgert, daB dieses 
Protein das wesentliche Autoantigen der Sprue repra- 
s ntiert. Der autoradiographisch ^chtbaren 85 kDa- 
Bande wurde in einer Proteinfarbung der Gele mit Sil- 
bemitrat (13) eine scharfe Proteinbande zugewiesen. 

4.13. Isolierung und Aufreinigung des 85 kDa 
Autoantigens 

Zur Isolienmg grd6erer Mengen des Autoantigens 
wurden insgesamt 65 Kultuschalen Qe 175 cm^ der HT 
1080 Zellen (etwa 10^ Zellen) kuhiviert Kurz vor Errei- 
chen der Konfluenz wurde das Medium gegen FKS-f rei- 
es Medium ausgetauscht, gefolgt von einer Inkubation 
Qber weitere 16—20 h tm COrlnkubaton Die Lyse bzw. 
Immunprdzipitation erfolgten wie oben beschriebeiL 
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Das Sepharosepellet wurde in insgesamt 4,5 ml SDS- 
Probenpuffer mit 2% DL-Dithiothreitol (Sigma) 5 min 
bei 95° C inkubiert, um gebundene Proteine zu losen imd 
anschlieBend im analytischen SDS-Polyacrylamidgel 
5 uberprfift 

Zur weiteren Aufreinigung des Autoantigens wurde 
das Immunpr^pitat uber eine Elutionselektrophorese 
mit einer Prep Cell (Model 491 BIO-RAD) wie folgt 
aufgetrennt: 

10 Auf ein Rundgel (AuBen-Durchmesser 3 cm), bestehend 
aus 6^ cm Trenngel (8% Polyacrylamid, pH 8,8) und 
1,5 cm Sammelgel (4% Polyacrylamid, pH 6,8) wurden 
die 4j5 ml des Proteingemisches aiifgetragen und elek- 
trophoretisch aufgetrennt. Die einzehien Proteine wur- 
15 den im Elutionspuffer (25 mM Tris-HCl, 0,1 M Glycin, 
0.01% SDS, pH 83) in Fraktionen a 1,2 ml (0,8 ml/min) 
gesammeit Die eluierten Fraktionen wurden in der 
SDS-PAGE kontroUiert und die das gewUnschte Prote- 
in enthaltenden Fraktionen (etwa 15 ml) vereinigt und 
20 mit Hilfe einer Ultrafiltration (Amicon Centriprep-50 
bei 1000 X g) auf circa 1 ml Gesamtvolumen aufkon- 
zentriert 

4.1 A Protease-Verdau des Autoantigens 

25 

Unter mehreren getesteten Proteasen wurde die En- 
doproteinase Asp-N (sequendng grade, Boehringer 
Mannheim) als zur Fragmentierung geeignet ermittelt, 
da sie ein weitestgehend reproduzierbares Spaltmuster 
30 mit relativ gut trennbaren Fragmenten ermoglichte. Die 
Enzym- zu Substratkonzentration wurde auf 1 : 100 eui- 
gestellt und der Verdau Ober 30 min bei 37** C durchge- 
fahrt 

35 4.1^. Transfer auf PDVF-Membran 

Nach Verdau des aufgeretnigten Autoantigens wur- 
den die Peptidfragmente auf einem praparativen 10% 
Tricine-Gel aufgetrennt (14) (Abb. 2) und bei 4'*C im 
40 Semi-Dry-Fastblot-Verfahren unter Verwendung gra-. 
phithaltiger Elektrodenpiatten (Fastblot B32/33, Biome- 
tra) auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidendifluorid, 
Immobilon™, Millipore) transferiert Dazu wurden fol- 
gende Schichten auf die Anodenplatte geiegt: 1.) ein 
45 FOterpapier, getrankt in Anodenpuffer 1 (300 mM Tris- 
HCl, 20% Methanol, pH 10,4^ 2.) ein Fllterpapier, ge- 
trankt in Anodenpuffer 2 (30 mM Tris-HCl, 20% Metha- 
nol, pH 10,4), 3.) die PVDF-Membran, aktiviert in Me- 
thanol und praequilibriert in Anodenpuffer 2, 4.) das 
50 Tricine-GeU 5.) zwei Filterpapiere, getrlnkt in Katho- 
denpuffer (25 mM Tris-HCl, 40 mM a-Ainino-n-Capron- 
saure, 20% Methanol pH 9,4X 6.) die Kathodenplatte. 
Der Transfer wurde 35 min bei 180 mA durdigefahrt 
Die PVDF-Membran wurde daraufhin in 0,1% Coo- 
55 massie Blue Serva Rr250, 50% Methanol fOr 5 min ge- 
farbt, mit 50% Methanol, 10% Essigsaure entfarbt, 
griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen und luft- 
getrocknet Charakteristische Banden des verdauten 
Autoantigens bei 10 kDa, 14 kDa, 16 kDa und 25 kDa 
60 wurden sorgfaitig ausgesdmitten und N-termlnal ansa- 
quenziert. 

4.1^ Edman-Abbau(15) 

65 Die Sequenzierung in einem Applied Biosystems 
4778-Sequenator ergab drei Aminosiure-Sequenzen, 
welche mit der Swiss-Prot 31 Datenbank (von PC/GE- 
NE, ImelliGenetics) verglichen wurden. Daraus konnte 
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bei minimaler Dtskordanz, eine eindeutige Zuordnung 
der drei Fragmente zur humanen Gewebe-Transgluta- 
minase (t TG, EC 232.13, Protein-Glutamin Gamma- 
Glutamyltransf erase) gemacht werden; die Angaben er- 
folgen im "one letter code", X bedeutet keine Identifizie- 5 
rung: 

t-Transglutammase:28' REKLWRRGQPFW 
10 kDa-Fragment: REKXVVRRGQPF(S) 
t-Transgiutaminase: 581 ' DLYLENPEIKIRILG in 
14 kDa-Fragment: DLYLENPEIXIXILG 
t-Transglutaminase: 438' DITHTYKYPE 
16 KDa-Fragment: DITLTYQ^\T(V) 



8 



Die 75—80 kDa-Bande ergab ein eindeutig s positi- 
ves Signal mit dem Sprue-Serum, als weiterer fieweis 
daffir. daB die Seren von Sprue-Patienten Antik5rper 
der IgA-Klasse gegen die tTG 30 enthalten, wahrend 
Kontrollseren kein Signal ergaben. 

423. Bestatigung der tTG als das 
Endomysium-Autoantigen in der indirekten 
Immunfluoreszenz 



Dem 25 kDa-Fragment konnte keine eindeutige Se- 
quenz zugeordnet werden, da es sich dabei um ein Pep- 
tidgemisch handelt 

42. Bestatigung der Gewebe-Transglutaminase (tTG) 
als Sprue-Autoantigen 

42.1. Immunprazipitationder tTG vom 
Meerschweinchen 

Bei kommerzieller Verfugbarkeit und einer Sequenz- 
Homologie (>80%) zur humanen tTG wunie die tTG 
aus der Leber des Meerschweinchens (Sigma) zunachst 
gelelektrophoretisch aufgetrennt, um dessen Reinheit 
zu aberprufen. Die tTG steUt dabei neben mehreren 
anderen Proteinen mit ca. 50% eine der Hauptbanden 
dar. 

Obwohl sich die humane tTG mit 687 Aminosauren 
nur geringfugig vom Meerschwemchenprotein mit 690 
Aminosauren unterscheidet, besitzen die beiden Prote- 
ine ein sehr unterschiedliches Laufverhalten im SDS- 
PoIyacryiamidgeL Wahrend das Protein tierischen Ur- 
sprungs erwartungsgemaB bei 75—80 kDa erscheint, 
wandert das humane Protein deutlich weniger schnell 
und tauscht, wie auch in der Uteratur beschrieben, trotz 
offenbar fehlender N-Giykosylierung ein apparehtes 
Molekulargewicht von 85 kDa vor (16). 

Die Reaktivitat des menschlichen Auto-Antikorpers 
aus Sprue-Seren mit der Meerschweinchen-tTG wurde 
in einer Immunprazipitation getestet. Dazu wxuxlen 4 ^g 
tTG (Sigma) in 500 pj Lysispuffer. 0^% Rinderserumal- 
bumin mit an 4B-Sepharose gekoppeltem Sprue-IgA bei 
4^*0 fiber Nacht geschQttelt, gewaschen, in SDS-Pro- 
benpuffer unter reduzierenden Bedingungen gekocht 
und im 10% Polyacrylamidgel aufgetrennt (s. 4.12.). 
Hier zeigte sich eine spezifische Prizipitation der er- 
warteten Bande (Mr 80 kDa) nicht aber der Verunreini- 
gung. 
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Osophagus-Gewebeschnitte von Primaten (Euroim- 
mun, Deutschland) wurden zum indirekten Nachweis 
der IgA-Antikorper gegen Endomysium in Sprue-Seren, 
bzw. deren Inhibition durch tTG verwendet Nacfa Vo- 
nnkubadon von 10 ^ des 1/320 in PBS verdunnten Pa- 
tientenserums mit 0,5 oder 10 jig tTG aus Meerschwein- 
dien (Sigma) bzw. lOjig BSA (Sigma) fiber 1 h bei 
Rauratemperatur, erfoigte dessen Inkubation mit den 
Osophagus-Schnitten 1 h bei Raumtemperatur in feuch- 
ter Atmosphare. Zur Positiv- bzw. Negativ-KontroUe 
dienten Sprue-Serum (1/320) bzw. Seren von Gesunden 
(1/50X Nach dreimaligem Waschen der Schnitte in PBS/ 
0,2% BSA und Lufttrocknen wurde die Detektion des 
Autoantigens mit einem TRITC-markierten, gegen hu- 
manes IgA gerichteten. Antikdrper aus Kaninchen (Dia- 
novaX 1/50 in PBS verdunnt, 1 h bei Raumtemperatur 
durchgefuhrt Uberscfaussige Antikdrper wuiden durch 
sukzessives Waschen mit PBS/0;jo/o bsa PBS und de- 
stilliertem Wasser entfemt Das Patientenserum zeigte 
eine deutliche Anfarbung der EZM durch die Antikdr- 
per der IgA-KIasse. die durch Zugabe von steigenden 
Konzentrationen an tTG inhibiert wurden, nicht jedoch 
durch Vonnkubation mit BSA Die KontroUe mit Serum 
von Gesunden zeigte keinerlei Anfarbung der Osopha- 
35 gus-Schnitte. 

43. Struktur der Transglutaminasen 
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422 Bestatigung der tTG als Autoantigen im 
. Westemblot 

Nach Auftrennung von 2\ig der tTG aus Meer- 
schweinchen im SDS-Gel und Transfer auf NitrozeUulo- 
se wurde der Blot bei 4«>C in PBS, 2% fettarmen Mager- 
milchpulver, 03% Tween 20, pH 73 fiber Nacht Wok- 
kiert Es folgten eine einstundige Inkubation mit Sprue- 
Senan (1/200) in demselben Puffer, drei Waschschritte 
und erne einstundige Inkubation mit an alkaKscher 
Phosphatase gekoppeltem Antikdrpem aus Kanmchen 
g^en humanes IgA (1/500). Die Blots wurden in PBS 
gewaschen und mit Nitre Blue Tetrazolium und 

5.Brom-4-Chlor-3-Indolyiphosphat als Substrat entwik- 
kelt(17). 



Die TGn (EC 2.32.13) sind Enzyme, die Ca^+.abhta- 
40 gig emen Acyltransf er katalysieren, wobei die y-Carbo- 
xamidgruppen von Peptid-gebundenen Glutaminresten 
als Acyl-Donoren agieren. Als Acyi-Akzeptoren dienen 
pnmar proteingebundene Lysinreste, so daB der Trans- 
to- in einer e-(v<Jlutamyl-) Lysin-Bindung resultiert 
45 Die Substratspezifitat der TGn bezuglich der Acyl-Do- 
noren ist sehr hoch (AbhSngigkeit von der Aminosaure- 
SequenzX wohingegen em auBergewohnlich breites 
Spektrum an Akzeptoren zur Verffigung steht (18). Die 
entetandenen kovalenten Peptidbindungen sind sehr 
stabil und proteaseresistent, wodurch sich eine erhdhte 
Bestandigkeit der vemetzten Proteine gegenuber che- 
nuschen, enzymatischen oder physikalischen Einflflsse 
ergibt 

Mit dem weitverbreiteten Vorkommen verschiedener 
TGn in diversen Organen, Geweben, im Plasma und in 
mterstitiellen Korperfliissigkeiten korreliert auch das 
Vorkommen von durch Transglutaminase modifizierten 
ftotemen im Blutgerinnsel, auf ZeUmembranen, in der 
Homschicht der Epidermis, in Haaren, Nageto und in 
60 derextrazeIlularenMatnx(19). 

Die beschriebenen Transglutaminasen lassen sich 
durch ihre physikalischen Eigenschaften, ihre Lokalisa- 
tion rni Kdrper und ihre Primarstruktur unterscheiden. 
Faktor XIU (FXIII), ein im Blut ziriculierendes Plas- 
es maprotein, stellt die am besten charakterisierte TG dar 
Im Plasma Uegt FXIII als Tetramer von 320 kDa vor, 
bestehend aus zwei kataiytischen a-Untereinheiten Qe 
75 kDa, mit 39% Homologie zur tTG) und zwei vennut- 



55 



DE 196 30 557 Al 



10 



lich stabilisierenden b-Untereinheiten (je 80 kDa). Eine 
lediglich aus zwei a-Untereinheiten bestehende Varian- 
te findet sich u. a. in Plattchen, Makrophagen, Plazenta, 
Uterus und Prostata. Im Gegensatz zu den anderen TGn 
wird der als Proenzym vorliegende FXIII durch Throm- 
bin aktiviert, indem ein 4 kDa Peptid am Aminoende der 
a-Untereinheit abgespalten wird. In Gegenwart von 
Cd?'^ dissoziiert das Tetramer in das aktive a-Dimer 
und die zwei b-Untereinheiten. Die Kalziumionen bin- 
den an die a-Untereinheiten und aktivieren das Enzym 
zu FXIIIa. 

FXIIIa katalysiert die Quervemetzung zahlreicher 
Plasmaproteine, insbes: der Fibrinmonomere, ein ent- 
scheidender Schritt in der Blutgerinnung. Bei der Regu- 
lation der Fibrinolyse spielt FXIIIa durch das Vemetzen 
von a2-Plasmin-Inhibitor mit der a-Kette des Fibrins 
eine wichtige Rolle, Femer kann FXIIIa Fibronektin mit 
der a-KLette des Fibrins bzw. Koiiagenen quervemetzen 
(20). 

Aus Epidermis-Zellen konnte die epidermale TO iso- 
liert werden, die als Protransglutaminase mit 72 kpa 
durch chaotrope Agenzien oder Proteolyse in das aktive 
50 kDa-Fragment QberfQhrt wird- Ihr wird Bedeutung 
bei der Quervemetzung von zytoplasmatischen oder 
Membranproteinen in der Epidermis zugesdirieben. In 
welchem Vcrhaitnis die epidermale TO zur Haarfolli- 
kel-TG steht, die als Dimer aus zwei identischen Unte- 
reinheiten von je 27 kDa besteht. bleibt noch zu kiaren 
(19.20). 

Eine ebenfalls auf die Haut beschrtokte TG konnte 
aus Keratinozyten gewonnen werden imd liegt'primar 
membrangebunden vor. Die Membran-Verankerung 
der TGk erfolgt uber eine posttranslationale (thio-) 
Veresterung mit Palmitin-/ oder Myristinsaure. Milder 
Trypsinabbau bewirkt eine Entfemung der Peptid-ge- 
bundenen Fettsaure, eine Reduktion des Molekularge- 
wichts von 90 auf 80 kDa und die Solubilisierung des 
Enzyms(19> 

Die Gewebe-TG (tTG), das dem Patentantrag gemaB 
Anspruch 1 zugnmdeliegende MoIekfU, auch zeliulSre, 
EryUu-ozyten-, endotheliale, zytoplasmatische, Leber- 
oder Typ II-TG genannt, ist ein Monomer mit emem 
Molekulargewicht von 75—85 kDa. 

Die komplette Aminos§uresequenz nut 687 Resten 
wurde von der cDNA abgeleitet. Auf Protein-Ebene 
besteht eine 84%ige Homologie zwischen dem mensch- 
lichen Enzym und dem Enzym aus Mausmakrophagen, 
sowie eine 81%ige Homologie zwischen dem menschli- 
chen und dem Meerschweinchen-EnzynL Nukleotidaus- 
tausche zwischen den Spezies sind oftmals ohne Aus- 
wirkung auf die Anunosiuresequenz. Stark konserviert 
ist das aktive Zentrum mit einer ausgepragten Protein- 
Homoiogie zwischen den drei Spezies (49 von 51 Resten 
sind identisch) und einem hohen Grad an Protein-Ho- 
moiogle (75%) zur a-Untereinheit des Faktor XIII (16, 
19). 

Es liegen weder ein Signalpeptid noch eine Glykosy- 
lierung vor, und trotz mehrerer Cysteinreste existieren 
offenbar keihe DisulfidbrQcken (20). Fluoreszenz-Hy- 
bridisierungen k>kalisierten das Gen fOr die humane Ge^ 
webe-Transglutaminase auf dem Chromosom 20ql2 
(21). 

4A Bisher bekannte Funktionen der tTG 

Obwohl der Mechanismus der Enzym-Ausschleusung 
noch unklar ist, gibt es eindeutige Belege, daB die intra- 
zeilul&r ubiquitSr vorkonmiende tTG in der extrazellu- 



Idren Matrix (EZM) wichtige Aufgaben ubemimmt Zu- 
dem wird die fflr die Aktivitat der tTG erforderliche 
Ca^'*'-Konzentration unter physiologischen Bedingun- 
gen intrazelluiar kaum erreicht, wahrend im Extrazellu- 
5 larraum dagegen ausreichend hohe Ca^'*'-Konzentra- 
tionen vorliegen (22). 

Mehrere Untersuchungen beiegen eine Assoziation 
von tTG mit dem EZM-Ftotem Fibronektin, wobei die 
Bindung durch 10 mM CaCh, MgCb SrCk oder MnCb 

10 gesteigert (23), durch 10 mM BaCb, CuQj oder ZnCb 
gehemmt wird (24). Die hochaffine Bindung von tTG an 
Fibronektin kann durch Inkubadon mit 2 M KSCN ge- 
lost werden, nicht jedoch.durch Zugabe von 4 M KCL 2 
M NaCI, 2 M CaCi2, 3 M MgCla, 50 mM DTf, 25% 

15 Glycerin, 0,1 M Glycin, pH 2,5 oder 6,2, 0,5 M Arginin, 4 
M Guanidin-HCl oder 6 M Hamstoff (23). In Studien an 
Kaninchen-Hepatozyten koimte die Blldung eines hoch- 
molekularen Komplexes an der Zelloberflache, beste- 
hend aus Fibronektin, Fibrinogen und inkorporierter 

20 tTG nachgewiesen werden. Inwieweit die TG eine kova- 
lente Vemetzung von Fibronektin katalysiert, an wel- 
cher auch andere EZM-Bestandteile teilnehmen kon- 
nen, bleibt zu kliren (25). Klarheit besteht jedoch dar- 
Gber, daB eine durch tTG gesteuerte Fibronektin- Ver- 

25 netzung zur Stabilitat der EZM beitragt sowie eine feste 
Verankerung der Zellen an der Basalmembran bewirkt 
(26). Transfektionsversuche an 3T3-Fibroblasten der 
Ratte mit tTG bestatigten eine verstarkte Adl&ion der 
Zellen an die EZM, mit einer deutlich erhohten Resi- 

30 stenz der Zellen gegenuber Proteasen wie Trypsin. Die- 
se Vemetzung wirkt sich auch auf die Zell-Morphologie 
aus(22> 

Neben Fibronekdn (23, 24, 26) konnten auch die 
EZM-Molekule Nidogen (27), das N-terminale Prokol- 
35 lagen Ill-Peptid (28), die KoUagene V und M (29), Osteo- 
nectin (30), ein Mikrofibrillenassosdiertes Glykoprotein 

(31) , hochmolekuiares Dermatan Sulfat-Proteoglykan 

(32) und das Lektin Galectin 3 (33) ais spezl&che Sub- 
strate far die tTG identifiziert werden. 

40 Hinweise fOr eine wichtige Rolle der tTG an der 
Wundheilimg kamen u.a von Immimfluoreszenz-Stu- 
dien an kultivierten WI38-Zellen (embryonalen Lungen- 
fibroblasten), die unter Nonnaibedingungen keine ex- 
trazellulare tTG- Aktivitat aufweisen, das Enzym jedoch 

45 nach kunstlicher Wundsetzung extrazellular ablagera 
Dem mOglicherweise passiven Austritt des Enzyms aus 
geschadigten Zellen schlieBt sidi eine zunachst nicht- 
kovalente Bindung an die EZM, insbesondere an Fibro- 
nektin und BbriUare Kollagene an. Dort ist das Enzym 

50 einige Stunden.katalytisch aktiv (23). Am Rattenmodell 
wui^e, ebenfaUs nach kOnstlicher Wimdsetzimg, 5 Tage 
iang eine erhohte tTG-Aktivitat nachgewiesen (34). 
Auch bei der Inkubation von humanen Erythrozytenly- 
saten mit Plasma konnte eine starke Affinit&t der freige- 

55 setzten tTG an Fibronektin demonstriert werden (35)l 
Alle Befunde deuten darauf hin, dafi die an ctie EZM 
gebundene tTG eine zentrale Rolle in der frOhen Phase 
der Wundhieilung Qbemunmt» msbes. zusammen mit 
Faktor Xllla bei der F^brin-Stabxlisierung mitwirkt und 

60 durch ein Quervemetzen von extrazelluiareh Proteinen 
eine Schutzsdiicht und ebn stabiles adhSsxves Substrat 
um die geschtdigten Zellen bUdet (23). Eine interessante 
Hypothese sieht in der Bindung der tTG an esctrazellulg- 
res Fibronektin bei pathologiscben Situationen, in de* 

65 nen es zum Austritt vonfTG aus dem Gewebe kommt, 
eine Sdiutzreaktion der Zelle, um gef ahrliche Effekte 
von Fremdproteinen abzuwehren (35). 
Bisher konnten in Vertebraten keine Enzyme nachge- 
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wiesen werden, die in der Lage sind, die von der tTG 
katalysierten, fiberaus stabilen Quervernetziingen der 
Proteine zu spalten. In diesem Zusammenhang konnte 
zuneiimend eine Bedeutung der tTG bei der Apoptose, 
± L dem programmierten Zelltod, aufgezeigt werden. 
Im Gegensatz zur Nekrose (ungeregelte Zellyse) durch- 
laufen die Zellen bei der Apoptose ein physiologisches 
Suizid-Programm, das einen aktiven Metabolismus und 
eine gezielte Proteinsynthese benotigt und inununolo- 
gisch unauffillig verlauft Apoptose erfolgt wahrend der 
Embiyonaientwicklung, der Metamorphose, bei Her- 
mon-induzierten Atrophien, beim Tumorwachstum und 
der geregelten Immunantwort (Inuhuntoleranz). Sie re- 
guliert die Zellzahl durch Eliminierung geschadigter 
Oder potentiell schadlicher Zellen. Apoptotische Zellen 
zeichnen sich durch intakte Organellen und Plasma- 
membranen, eine signifikante Volumenverminderung, 
typische Chromatinkondensation und letztendlich eine 
Fragmentierung in die sogenannten Apoptosekdrper 
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Desweiteren konnte die tTG als ein neues Mitglied 
der GTP bindenden Proteine identifiziert werden, wo- 
bei jedoch keine Homologien zu den bisherigen be- 
kannten G-Proteinen bestehen. Eine Aktivierung..durch 
den ai-adrenergen Rezeptor stimuliert die Bindung von 
GTPantTG(46> ^ 

4^. Neue Funktion der Gewebe -Transglutaminase 
(tTG) in der Quervemetzung von Gliadin 

Wahrend der durch die tTG katalysierten Reaktion 
em breites Spektrum an Acyl-Akzeptoren zur Verfu- 
gung steht, sind nur wenige MolekOle in der Lage als 
Acyl-Donoren zu fungieren (s. 4A). In einem in vitro 
Versuch konnten wir den durch die tTG vermittelten 
Embau von radioaktiv markiertem Putrescin m Gliadin 
und damit die Funktion von Gliadin als Donor-Substrat 
der tTG nachweisen. In 160 ^tl Puffer (0,1 M Tris-HCI 
150 mM NaCl, 5 mM CaCIa, pH 73) wurden 1 \ig Sub- 



aus (36) Bei Begmn der Apoptose fmdetem^ 20 strat (Gliadm bzw. Kont^ioteLe^^^^^ 

und Aktj vierung tTG mit vermehrter Ausbildung 2 nCiPH>Putrescin und 1 pg tTG (aus MeeSdS 
emer unloshchen ProtemhuUe statt Dieses Phanomen chen, Sigka) 2 h bei 37-C intobiert Die ReSS^. 
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konsekutiven Immimantwort (37). 

Eine Stimulation der tTG-Transkription und -Expres- 
sion durch den transfomiierenden Wachstumsfaktor pi 
(TGF-pi) wurde an Ratten-Hepatomzellen nachgewie- 
sen. Die Induktion der tTG mit einer darauffolgenden 
gesteigerten Quervemetzung zellularer Proteine konn- 
te a a. der durch TGF-Pl verursachten Wachstumssup- 
pression und Apoptose-Induktion zugrunde liegen (38). 
Interessanterweise spielt TGF-pi eine zentrale Rolle 
bei der Wundheilung und Fibrosienmg. Eine ebenfalls 35 
steigemde Wirkung auf die tTG-RNA und Proteinex- 
pression mit anschlieBender Apoptose, konnte durch In- 
kubation von Ratten-Tracheobronchialzellen mit Reti- 
nolsaure erreicht werden (39^ Humane Leuktaiiezellen 
zeigten jedoch zellspezifische Unterschiede m der tTG- 
Induktion durch Retinolsaure (40). 

Femer war die Expression der zytosolischen tTG um- 
gekehrt mit dem Metastasierungspotential von Ham- 
ster-Fibrosarkom und Maus-Meianomzellen korreliert 



lets mit 10%-iger TCA gewaschen. in SDS-Probenpuf- 
fer geldst und einerseits m der SDS-PAGE aufgetrennt, 
andererseits zur SzitiUationszShlung verwendet Wah- 
rend bei den Kontrollen kein Embau an Putresdn fest- 
zustellen war, zeigte Gliadin sowohl durch die Daten 
der Szintillationszahlung als auch in der SDS-PAGE 
einen deutlichen Einbau von PHQ-Putresdn in Gliadin, 
was belegt, dafi Gliadin ein exzeilentes Substrat fOr die 
tTGdarsteflt 

4.6. Neue Funktion der Gewebe-Transglutammase 
(tTG), dem Autoant^en der Sprue 

Die Verwendung in der Diagnostik, Therapie-Kontrolle 
und Therapie der einheimischen Sprue /Zdliakie, sowie 
anderer Erkrankungen, die mit einer Immunantwort 
gegen die tTG einhergehen 

/Af\ 1^ ^ . ^ . ::- ^-^-i- Entwickiung eines Sprue-spezifischen ELISA mit 

\tl^^J^^J^''T^ ^5 IgA-Antik6rpem^zurDia^ostik\mdVerla^^^^^^ 

fe^J^^A-'.T?.''^ mi Normalgewebe, wurde erne maktive der Sprue gemSB Anspnich 2 und 4 

Form der tTG nachgewiesen. Die maktive Variante (ca. 

J^^^ '^?p'^u''^J;^ ^'^^ ™^ ^ Polystyrol-Mikroplatten (Greiner Labortechnik. 96 

konnte durch Behandhmg mit Tiypsm oder Thrombin in Wells) wurde pro Vertiefung 1 ^g MeerschwSen- 
die aktive Fonn uberfuhrt werden. Ob es sich hier um 50 TransilutaminL (Sigma T-^dsfmlSXpB^^^ 
eme transknpuonell oder oost-transkriiitionell fehlcrA, ^Art w^i w% x^zA^ »w x-oo pipci 
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eine transkriptionell oder post-transkriptionell fehlge- 
leitete Expression handelt. ist noch unklar (42). Da aber 
auch eine positive Korrelation zwischen tTG-Aktivitfit 
und Metastasierungs-Potential von humanen Melanom- 
(43), und Ratten-Kolonkarzinom-Zellen beschrieben 
wurde, mOssen weitere Studien zeigen, ob die Vemet- 
zung der den Tumor umgebenden EZM durch tTG. die- 
sen eventuell auch vor dem Angriff des Inununsystems 
schQt2enkann(44). 



tiert und 2 h bei 37*C unter leicht rotierenden Bewe- 
gungen inkubien. Nicht gebundene tTG wuide durch 
SpQIen mit PBS (3 x 200 |il) entfemt, frde Bindungstel- 
len der Vertiefungen wurden mit 1% Rinderserumalbu- 
55 min (Sigma) in 250 ml PBS tiber Nacht bei 4* C blockiert 
Nach Waschen mit PBS/0,1% Tween-20 (3x 200 jil) 
wurden die Vertiefungen mit sequentieDen Serum-Ver- 
dOnnungen in PBS/0, 1% Tween-20 (100 jil) fOr 1 h bei 
Raumtemperatur unter leicht rotierenden Bewegungen 



kreas-Phosphohpase A, (PLA^) des Scbweins durch schen und daraufhia mit einem PerSaWkoiiS- 

^^%T^::-:rr''^'^''^^r'^''''^ ^T'y ten.gegenhumanesIgAgS"et;S^^^;Sl- 

zung von PLAj mit Polyammen. welche intrazeUular m ninchen (Dianova) (1/400 in 100 nl PBS/0.1 % Tween-20) 

hohen Konzentrationen voriiegen. vor aUem in sich 1 h bei Raumtemperatur inkubfert W«ch« SI 
»Jnefl teilenden ZeUe^ ^^durch tTC aktivierte PLAa 65 PBS (3 x) erfolgte eine 30 min InkuSon SrIiS^ 

^ ZeUen und die Arachidonsaure-Kaskade stimuUeren 17.6 mM H3O2, 45 mM o.PhenylendialBiinhydro<±lorid 

^ '* (SigmaX pH 4,2 und die anschfieSmde De»ktion des 
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gebildeten Farbstoffs im ELISA-Reader (MRX, Dyna- 
tech Laboratories) bei 450 nm. 

Get stet wurden 20 Seren von Sprue-Patienten vor 
und nach Therapie mit Gluten-freier DiSt, d. h. in der 
aktiven und weniger aktiven Phase der Erkrankung. Das 5 
Testsystem envies sich als hoch sensitiv, mit einer guten 
Korrelation der Werte zur aktiven Phase der Sprue. Die 
Therapie-Erfolge durch Einhalten einer Diat spiegehi 
sich in einer Abnahme der IgA-Antikorper gegen die 
tTG widen Die grofie SpezifitSt zeigt sich in der gerin- 10 
gen Extinktion (Hintergnind-Level) der Kontrollseren 
von Gesunden, Patienten mit Colitis ulcerosa, Leber- 
zirrhose, diversen Tumoren; Sjdgrens Syndrom ii.vjn.^ 
(Abb. 3). 



4.62. Entwicklung eines ELISA mit Antikorpem 
anderer Klassen zur Diagnostik und Verlaufskontrolie 
der Sprue gemHB Anspruch 3 und 4, am Beispiel der 
IgG-Antikorper 



4J6.4. Klinische Wertigkeit der ELISA-Daten 



15 



20 



Da ca. 2Vo der Sprue-Patienten eine IgA-Defizienz 
besitzen, wurden die Seren auf ihre Sensitivitat und Spe- 
zifitat von IgG-Antikorpem gegen tTG getestet Die 
Durchfuhrung des ELISA erfolgte wie unter 45.1. Es 
wurde lediglich der Peroxidase gekoppelte anti-human 25 
IgA Antikorper (Dianova), gegen einen anti-human IgG 
Antikdrper (Dianova) ausgetauscht Die Werte der 
Sprue-Patienten entsprachen in ihrer Sensitivitat, so- 
wohl vor als auch nach Gluten-freier Diat, in etwa den 
mit IgA Antikorpem erhaltenen Daten. Kleinere Unter- 30 
schiede konnten auf eine verzogerte/verltogerte Im- 
munantwort zuruckzufuhren sein. 

Einige Kontrollseren zeigten leicht erhdhte Werte, 
was fnihereii Befunden einer venninderten SpeziHtit 
der Endomysium-Antikorper in der indirekten Immun- 35 
fluoreszenzder IgG-Kiasse entspricht(Abb. 4). 

4.63. Entwicklung eines ELISA zur Diagnostik und 
Verlaufskontrolie anderer Erkrankungen, die mit einer 
Immunreaktion gegen die tTG einhergehen, gemafi 40 
Anspruch 5, am Beispiel der Ig&Antikdrper 

Die Durchfiihrung des ELISA erfolgte wie unter 4.6.2. 
beschneben; 

Die Seren von Patienten mit chronisch entzflndlichen 45 
Oder autoimmunen Erkrankungen (Colitis ulcerosa 
(C.U.), Morbus Crohn, akute Autoinununhepatitis) zeig- 
ten leicht bis mittelgradig erhohte Werte. Inwiefem die 
genetische Veranlagung (Autoimmxmhepatiden sind 
haufig assoziiert mit dem DQ-Allel welches auch bei 50 
der Sprue von Bedeutung ist) zur spezifischen Auspr&- 
gung von gegen die tTG gerichteten IgG-Antikorpem 
verantwortlich ist, muB welter untersucht werden. 

Hier ergibt sich jedoch durch Einsatz z. B. des IgG^ 
spezifischen ELISAs f iir Autoantikdrper gegen die tTG 55 
ein neuer Ansatz zur Diagnose und Therapiekontrolle 
von Patienten mit Erkrankungen. welche mit einer Im- 
munreaktion gegen die tTG einhergehen. 



60 



Der auf der tTG (dem im Patentansprudi 1 aufgefOhr- 
ten Autoantigen der Sprue) foasierende neu entwickdte 
EliSA-Nachweis von IgA-Antikdrpem im Serum von 
Sprue-Patienten eignet sich aufgrund semer hohen Sen- 65 
sitivit&t und Speafitilt hervorragend zur Diagnostik und 
Therapie-KontroUe der Sprue. Dies wird aiich bei der 
Veriaufs-KontroUe der behandelten Patient n deutlich 



(Titer-Abfall unter Therapie). Ein Vergleich unserer 
ELISA-Daten mit den Immunfluoreszenz-Auswertun- 
gen Dritter (Nachweis von IgA anti-Endomysium) zeigt 
eine gute Ubereinstimmung. Unstimmigkeiten treten 
vor allem bei niedrigen Antikorper-Titem auf, was je- 
doch eher zu Lasten der bisher als Goldstandard gelten- 
den indirekten Inmiunfluoreszenz geht Dies ist u. a be- 
dingt durch die subjektive Auswertung und die unspezi- 
fochen Begleitreaktionen dieser Methode. 

Der entsprechende, auf Antikdrpem anderer Klassen 
beruhende Nachweis, aufgezeigt am Beispiel der IgG- 
Antikorper, eignet sich zum Auffinden von Sprue-Pa- 
tienten mit einer IgA-Defizienz sowie zur Untersu- 
chung anderer Erkrankungen, die mit einer Immunreak- 
tion gegen die tTG einhergehen. 

Eine weitere Verbesserung erwarten wir durch den 
Einsatz der aufgereinlgten tTG aus Meerschweinchen, 
der humanen tTG, proteolytisch oder gentechnisch er- 
haitener immunreaktiver Sequenzen oder Analoga so- 
wie synthetischer immunogener tTG-Peptide im Testsy- 
stem. 

4.6^. tTG bzw, von tTG abgleitete inununogene Peptide 
als orale Tolerogene zur Erzeugung einer 
Immuntoleranz (Aktivierung Antigen-spezifischer 
Suppressorzellen oder Apoptose autoreaktiver 
T-Zellen) gem&6 Anspruch 6 und 7 

Die orale Toleranz wird wesentlich durch das Inmiim- 
system des Darmes bestimmt, das eine systemische Im- 
munantwort g^en resorbiertes Antigen verhindert, 
welches der enzymatischen Verdauung im Darm ent- 
ging. Neben einer Stimulation der IgA-Sekretion, die 
eine weitere Aufhahme der Antigene durch die Mukosa 
verhindem soil, werden insbes. Suppressor-T-Zellen ak- 
tiviert, die zur systemischen Toleranz beitragen (47). 
Orale Toleranz wird ziun einen durch die orale Zufuhr 
des Autoantigens erreicht, zuni anderen existiert ein 
sog. "Bystander-Effekf : sofem das die Krankheit auslo- 
sende Autoantigen nicht bekannt ist, kann in einig n 
Fallen ein anderes Antigen, das im Zielorgan mit dem 
Immunsystem in Kontakt kommt. zur oralen Therapie 
verwendet werden. Dieses Antigen ist dann in der Lage, 
lokal die Antigenspezifischen Suppressor-T-Zellen zu 
stimulieren und dadurch eine systemische Immunant- 
wort zu unterdrQcken (47). Erst bei hdherer Antigen- 
Dosis wird eine Anergie autoreaktiver T-Zellen ausge- 
I5st(48). 

Die orale Toleranz wird in letzter Zeit als praktische 
Behandlungsmethode von diversen Autouimiunerkran- 
kungen gesehen. So sind im Hermodell bei der experi- 
mentellen autoimmunen Thyroiditis (49), der experi- 
mentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (50), der 
Kollagen-induzierten Arthritis (51) und der experimen- 
tellen Autoimmun-Uveoretinitis (52) durch orale Zufuhr 
der entsprechenden Antigene (z.T. aus unterschiedli- 
chen Spezies) Erfolge erzielt worden (53). Es konnte 
gezeigt werden, daB die einmalige orale Zufuhr einer 
hohen Antigen-Dosis eine Anergie (funktionelle Inakti- 
vitat) autoreaktiver CEM*** T-Zellen bewirkt, wShrend 
die mehrmalige Gabe kleinerer Dosen die erwQnschte 
aktive Suppresdon autoreaktiver T-Zellen zur Polge 
hat (48). 

Ail Patienten mit rhetunatoider Arthritis konnte 
durch dreimonatige orale Gabe von KoHagen II aus 
Huhn (04 mg im ersten Monat, 0,5 mg in den folgenden 
2 Monaten) nach Aussetzen der oralen Antigen-Zufuhr 
eine zweimonatige nach Absetzen d r Th rapie anhal- 
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tende Antigen-spezdfische Immunsuppression und damit 
eine UnterdrQckung der Autoimmunerkrankung er- 
reicht werden, was durch eine deutliche Besserung, z. T. 
sogar ein Abheilen der Erkrankung belegt wxirde (54). 

Da die tTG, das dem Antrag zugrunde liegende Mole» 5 
kQI, das Autoantigen der Sprue darstellt, bcsteht die 
Mdglichkeit, dieses in seiner Gesamtheit bzw. dessen 
inununreaktive Epitope (proteolytisch oder gentech- 
nisch hergestellte Sequenzen, Analoga oder syntheti- 
sche Peptide) zur oralen Therapie einzusetzen. Auf- 10 
grund des hohen Homologiegrades zur tTG aus ande- 
ren Organismen (z. B, Maus, Meerschweinchen) und der 
KreuzreaktivitSt autoantigener Epitope ist auch eine 
orale Therapie mit tTG bzw. dessen immunreaktiver 
Epitope anderer Spezies denkbar. 15 

Aufgrund der erhohten Immunreaktion anderer Er- 
krankungen mit der tTG (z. B. andere chronisch ent- 
zflndliche Darmerkrankungen, autoimmune Hepatiden) 
ist auch bei diesen Krankheiten ein Einsatz der tTG 
bzw. deren immunreaktiver Epitope zur oralen Thera- 20 
pie erfolgversprechend. 

4.7. Hemmung der tTG und damit der 
ZeII-/Gewebeschadigenden Wirkung des Gliadins und 
anderer kdrpereigener und kdrperfremder Proteine 25 
gemaB Anspruch 8 

Wie in 4^. experimentell gezeigt, ist Gliadin ein sehr 
effektives Substrat fOr die tTG und besitzt somit die 
Voraussetzung, mit diversen zellularen und extrazellula- 30 
ren MolekQien quervemetzt zu werden. Dies scheint die 
Fimktion des Gliadins als Gewebe-toxisches, immun- 
ogenes Hapten deutiich zu erhohen. Durch eine Hem- 
mung der tTG konnte eine derart unerwunschte, zur 
ZellschSdigung und Autoiromunreaktion fdhrende 35 
Qu rvemetzung reduziert bzw. vermieden werden. 

Eine unphydologische und schadliche, durch tTG ver- 
mittelte Quervemetzimg kdrpereigener Proteine, konn- 
te auch bei anderen autouxmiunen Erkrankungen eine 
wicbtige Rolle spieien. 
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5. Erreichte Vorteile 



Die mit der Erfindung erreichten Vorteile bestehen 
insbesondere in einem nicht*mvasiven, hoch spezifi- 45 
schen. gegen das direkt mit der Erkrankung assoziierte 
Agens gerichteten Nachweistest fOr die Sprue und de- 
ren Therapie-KontroUe. DarOberhinaus besteht der 
groBe Vorteil des entwkskelten Tests in der schnellen, 
leicht und kostengOnstigen Durchffihrbarkeit und der 50 
Standardisierbarkeit zwischen verschiedenen Labors. 
Der Test ermdglicht dadurch ein effizientes Screening 
der Bevdlkerung auf Antikdrper, gerichtet gegen die 
tTG. 

Die Mdglichkeit der quantitativen Auswertung der 55 
Test-Daten ist zudem durch deren Objektivitit gegen- 
Qber der subjektiv geprigten Auswertung einer Immun- 
fluoreszenz uberlegen. Inununfluoreszenz-Auswertun- 
gen werden auBerdem, vor aUem bei niedrigen Titem, 
durch unspezifische Begleitreaktionen erschwert Durch 60 
den Einsatz des spezifischen Autoantigens im Testsy- 
stem kannen die bei der Immunfluoreszenz auf Osopha- 
gusmatenal von Primaten bzw. Nabelschnuren unspezi- 
fischen Reaktionen weitgehendst ausgeschaltet werden. 

Da der Test sowohl auf Antikdrper der IgA- als auch ©5 
anderer Antikdrper-Klassen anwendbar ist, werden 
auch Sprue-Patienten mit einer IgA-DeHzienz erfafit 
Der auf Antikorpem gegen tTG beruhcnde Nachweis 



eignet sich ebenso zum Auffinden, zur Untersuchung 
und zur TherapiekontroUe anderer Erkrankungen, die 
mit emer Immunantwort gegen die tTG einhergehea 
Desweiteren besteht durch die Identifizierung der tTG 
als Autoantigen der Sprue die MagHchkeit, dieses in 
seiner Gesamtheit bzw. dessen mununreaktive Epitope 
(proteolytisch oder gentechnisch hergestellte Sequen- 
zen, Analoga oder synthetische Peptide) zur oralen The- 
rapie der Sprue, sowie anderer Erkrankungen, die durch 
eme Dnmunantwort gegen die tTG gekennzeichnet sind, 
emzusetzen. 

Femer erscheint eine (dosierte) Henunung der tTG- 
Aktivitat attraktiv, um eine Quervemetzung potentiell 
autoimmuner Haptene (z. B. des Gliadins bei der Sprue) 
und ihre dadurch erhahte autoumnune Potenz zu ver- 
mindem. 
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7.AbkUrzimgen 55 

Abb.,Abbildung 
AK,Antik6rper 

APAAP, alkalische Phosphatase-Anti-Alkalisdhe 
Phosphatase 

BS A, Rinderserumalbumin 
cnOtZentimeter 

DMEM, Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium 
EC, Enzymkommission . 

ELIS A, Enzym-linked unmunosorbent assay 65 
EZM, ExtrazelluiSre Matrix 
FKS, fdtales Kalberserum 
h.Stunde(n) 



35 



40 



H2O2, Wasserstoffperoxid 

HLA, humane Lymphozyten- Antigene 

lEL, intraepitheUale Lymphozyten 

Ig, Immunglobulin 

kDa, Kilodalton 

M, molar 

mA, Milliampere 

MHC, Haupthistokompatibilitatskomplex 

min, Minute(n) 

mM, millimolar 

Mr,realtive molekulare Masse 

p-g, Mikrogram 

111 Mikroliter 

PAGE, Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS, Phosphatpuffer 
PLA2, Phospholipase A2 
PVDF, Polyvinylidendifluorid 
s., siehe 

SDS, Natriumdodecylsulfat 

TCA, Trichloressigsaure 

TGF, transf ormierender Wachstumsfaktor 

Tris, Tris-(hydroxymethyI)-aminomethan 

tTG, Gewebe-Transglutaminase 

u. a, unter anderem 

z. B., zum Beispiel 

z.T,zumTeil 

Patentanspruche 

1. Gewebe-Transglutaminase (EC 23.2,13, tTG) in 
der Eigenschaft als Autoantigen (immunreaktives 
korpereigenes Antigen) der emheimischen Sprue/ 
Zoliakie, welches spezifisch durch Antikorper aus 
Seren von Patienten mit einheimischer Sprue/Zd- 
liakie erkannt wird. 

Z Verfahren ziur Diagnostik der einheimischen 
Sprue/Zoliakie, gekennzeichnet durch immunolo- 
gische Detektion des gemaB Anspruch 1 zugrunde- 
liegenden Autoantigens, dessen immunreaktiver 
Sequenzen oder Analoga mit Hilfe der IgA-Anti- 
korper der oben angefuhrten Patienten z. B. m ei- 
nem ELISA-System. 

3. Verfahren zur Diagnostik der einheimischen 
Sprue v.a. bei Vorliegen einer IgA-Defizienz, ge- 
kennzeichnet durch inununologische Detektion des 
gemafi Anspruch 1 zugnmdeliegenden Autoanti- 
gens, dessen immunreaktiver Sequenzen oder Ana- 
loga mit Antikorpem anderer Kiassen der oben 
angefQhrten Patienten 2. B. in einem EUSA-Sy- 
stem. 

4. Verfahren zur Verkiufskontrolle bei der Therapie 
der einheimischen Spnie/Zoliakie gemSB Anspruch 
2 und 3. 

5. Verfahren zum Nachweis und zur Therapiekon- 
troUe anderer Erkrankungen/Symptome, die mit ei- 
ner Immunreaktion gegen das Anspruch 1 zugrun- 
deliegende Autoantigen einhergehen, nachgewie- 
sen gemaB Anspruch 2, 3 und 4. 

6. Einsatz des gemlB Anspruch 1 zugnmdeliegen- 
den Autoandgens, dessen inmiimreaktiver Sequen- 
zen Oder Analoga zur Erzeugung einer oralen Tole- 
ranz bei der einheimischen Sprue/Zdliakie oder an- 
derer Erkrankungen/Symptome, die mit einer Im^ 
munreaktion gjegen das Anspruch 1 zugrundelie- 
gende Autoantigen einhergehen. 

7. Erzeugung einer oralen Toleranz gemaB An- 
spruch 6 fOr das Anspruch 1 zugnmdeliegende Au- 
toantigen, dessen immunreaktiver Sequenzen oder 
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Analoga durch Stimulation speziHscher Suppres- 
sor-Zellen oder durch Induktion einer klinischen 
Anergic autoreaktiver ImmunzeUen. 
8. Einsatz von Hemmstoffen der tTG, welche eine 
Quervemetzung des die Krankheit ausldsenden 5 
Agens (z. B. Gliadin) mit diversen Substraten, die 
die Immunogenitat oder die schadigende Wirkung 
des ausldsenden Agens erhdhen, verhindem. 
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Abb. 1: Darstellung des Autoantigens in der SDS-PAGE nach Immunprazipitation (IP) 
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a: EP des Zellysates mit Kontrollserum 
b: IP des Mediums mit Kontrollserum 

c: IP des Zellysates mit Sprue-Serum, Darstellung des erfindungsgemafien Autoantigens 
d: IP des Mediums mit Sprue-Serum 



Abb. 2: Protease- Verdau des Autoantigens mit der Endoprotease Asp-N 
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a: erfindungsgemaBes Autoantigen 

b: Fragmente des Autoantigens nach Protease- Verdau 
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Abb, 3: 

IgA-ELISA mit Sprue-Seren vor und nach Gluten-freier Diat 

(Serum- Verdunnung 1/400) 




IgA-EUSA mit KontroIIseren (Serum-Verdunnung 1/200) 

1.60 T . 
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Abb. 4: 



IgG-EUESA mit Sprue-Seren vor und nach Gluten-freier Diat 

(Serum* Verdunnung 1/400) 
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